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Abstract
　　　　Regulation　of　cytosolic　Ca2’　（［Ca2’］i）　was　studied　in　a　hamster　glucagon－secreting　cell　line
（ITC－1）u・i・g・Ca－sen・iti・・且u・・e・cent　i・di・a…，fu・a－2・1・・e・p・n・e　t・d・p・1・・i・i・g・・im・1・ti・n　by
raising　external　K＋，　two　distinct　phases　of　increase　in　［Ca2＋］i　were　observed：　both　initial　transient　and
following　sustained　plateau　phases　were　dependent　on　calcium　influx．　Strontium　was　used　to　distinguish
the　mobilization　of　cellular　calcium　from　the　transmembrane　influx　of　calcium．　This　strategy　provided　a
direct　evidence　for　the　contribution　of　calcium－induced　Ca　release　（CICR）　mechanism　to　the　initial
transient　phase．　Continuous　calcium　infiux　through　voltage－gated　calcium　channels　appeared　to　maintain
the　plateau　phase．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Introduction
　　　　Aglucagon－secreting　cell　line（ITC－1）was　established　by　clonig　Papavo－virus　transformed　hamster
tumor　cellsi）2）．　We　have　demonstrated　its　capability　of　secreting　bioactive　glucagon　in　response　to　raised
glucose　level　as　well　as　depolarization　induced　by　raising　external　K’　3）．　Thus　ITC－1　is　a　convenient
in－vitro　model　system　for　the　study　of　glucagon　secretion．　Although　excitation－secretion　coupling
mechanisms　in　pancreatic　a2　cells　are　unclear，　recent　demonstration　of　voltage－gated　Ca　currents　in
guinea　pig　pancreatic　a，　cells‘）　is　compatible　with　the　general　idea　that　a　rise　in　cytosolic　Ca2’　（［Ca2’］i）
plays　a　central　role　in　hormone　secretion．　Depolarization－induced　secretion　of　glucagon　from　ITC－1　cells
was　fbund　to　be　dependent　on　external　Ga2＋3）．　Thus　an　increasc　in［Ca2＋］i　may　be　involved　in
excitation－secretion　coupling　of　ITC－1　cells．　We　have　carried　out　expriments　to　monitor　［Ca2’］i　and　its
regulation　in　ITC－1　cells　by　means　of　the　Ca－sensitive　fluorescent　dye，　fura－25）．
　　　　In　preliminary　experiments，　existence　of　the　calcium－induced　Ca　release　（CICR）　was　suggested．　We
have　devised　a　novel　method　for　monitoring　release　of　cellular　Ca2’　from　intracelluar　Ca2’　pools．　The
method　relies　on　the　following　fact：　strontium　can　replace　calcium　in　physiological　cellular　events6）7）　but
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Figure　1．　Relation　between　the　fluorescence　ratio
　　　excited　at　340　or　380　nm　（F340／F380）　and　the
　　　concentration　of　Ca2＋　or　Sr2’．　Means　of　two
　　　separate　measurements　were　plotted．　Note　that
　　　the　concentration　of　Ca2“　and　Sr2＋　were　given　as
　　　nM　and　pt　M，　respectively．　The　concentrations　of
　　　Ca2＋were　determined　by　using　EGTA・Ca2＋
　　　buffer　solution．
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Figure　2．　Depolarization－induced　increase　in　F340／
　　　F380　（ordinate）　and　the　effects　of　divalent　ca－
　　　tions．　Similar　results　were　obtained　from　six　in－
　　　divisual　experiments．　Top　trace　was　a　typical
　　　example　of　the　biphasic　increase　in　［Ca2’］i　in－
　　　duced　by　perfusing　71　mM　K　solution　（indicated
　　　by　bars　just　below　the　traces）．　At　the　beginning
　　　of　the　bottom　trace，　Ca2’　was　replaced　with　an
　　　isomolar　Sr2＋，　resulting　a　marked　decrease　in　the
　　　F340／F380．　Concentrations　of　divalent　cations　in
　　　the　perfusates　were　given　at　the　bottom　of　the
　　　recordings．　Note　that　a　small　peak　preceded　the
　　　steady　rise　in　the　F340／F380　（arrow）．
it　does　not　interfere　with　monitoring　［Ca2’］i　level　with　fura－2．　The　experimental　procedures　and　the
characteristics　of［Ca2＋］iregulation　in　ITC－l　ceUs　were　described．
Meterials　and　Methods
　　　　Monolayer　fo　ITC－1，　plated　in　a　35mm　petri　dish　（Lux），　were　maintained　in　RPMI－1640　medium
supplemented　with　10910　new　born　calf　serum　in　a　humidified　CO，　incubator　at　370C．　Loading　solution
containing　10pt　M　fura－2　AM　was　prepared　according　to　the　method　described　by　Ozaki　et　al．8）．　The　dish
was　placed　on　a　temperature－controlled　stage　attached　to　a　Nikon　TMD　EFQ　inverted　microscope．　A
small　cluster　of　ITC－1　cells　containing　less　than　10　cells　was　excited　for　50　msec　every　second　at　either
340　or　380　nm　alternatively．　A　computer－controlled　rotating　filter　unit　and　a　150W　Xenon　lamp　together
with　a　Nikon　Fluor　×　20　objective　provided　incidental　excitation．　The　emission　signals　were　digitized　and
the　ratio　of　emission　excited　at　340　and　380　nm　（F340／F380）　was　computed　after　smoothing　the　signals．
　　　　Whole　process　of　data　acquisition　and　processing　was　controlled　by　a　microcomputer　（NEC
PC－8801　mkll）一based　data　processing　system．　Although　calibration　between　the　F340／F380　and　［Ca2“］，
was　attempted　using　a　cell－free　system　（Fig．　1），　large　auto－fluorescent　of　ITC－1　cells　made　accurate
determination　of［Ca2＋］idifHcult．　Thus，　the　F340／F380　was　used　as　an　indication　of　relative　change　in
［Ca2“］，．　Hanks’　solution　containing　the　following　（mM）　：　NaCl　137，　KCI　5．37，　CaCI2　1．0，　Na2HPO，　O．
33，　KH2PO4　O．34，　MgSO，　O．81，　NaHCO，　4．0　and　glucose　5．5　was　perfused　at　a　rate　of　5・x－7　ml／min．
（2）
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It　was　gassed　with　air　and　the　temperature　was　maintained　at　350C．　High　K　（71　mM）　solution　was
prepared　by　replacing　an　isomolar　NaCl　with　KCI．　Ca－free　solution　was　made　by　omitting　CaC12，　and
SrC12　was　added　to　make　Ca－free／Sr　solution．
Results　and　Discussion
　　　　Relation　between　the　F340／F380　and　the　concentrations　of　calcium　or　strontium　was　determined
using　a　ccll－free　system．　Changes　in　the　physiological　concentration　range　of　Ga2＋（10～1000　nM）was
detectable　as　the　F340／F380　（Fig．　1）．In　contrast，　approximately　one　thousand　times　higher　concentra－
tion　of　Sr2＋　was　needed　to　change　the　F340／F380．　Thus，　Sr2＋，　in　the　micromolar　concentration　range，　was
unlikely　to　interfere　with　monitoring［Ca2＋］i，That　Sr2＋can　mimic　Ca2＋in　some　biological　roles　including
Ca2＋　release　from　sarcoplasmic　reticulum6）7）　has　been　known．　The　use　of　Sr2＋　in　the　absence　of　Ca2＋　are
expected　to　clarify　the　origin　of　Ca2＋　in　responses　in　which　extracellular　Ca2’　involved．　Fura－2　gives　an
advantage　over　quin　2　in　this　respect，　since　a　failure　of　a　similar　strategy　using　quin　2　has　been　reported9）．
　　　　After　a　loading　period　of　45－v60　minutes，　the　dish　containing　ITC－1　cells　was　perfused　with　standard
Hanks’　solution　for　10　minutes．　Then，　high　K　solution　was　applied　for　240　seconds　（Fig．　2　top）．　The
F340／F380　increased　quickly　and　then　declined　slowly，　shaping　a　characteristic　peak．　A　sustained
plateau－like　elevation　of　the　F340／F380　followed　the　initial　peak．　Both　the　initial　peak　and　the　sustained
plateau　phase　were　abolished　by　removing　Ca2’　from　the　perfusate　or　adding　nifedipine　（〈10pt　M），
suggesting　that　transmembrane　Ca2’　infiux　through　voltage－gated　Ca　channels　was　required　to　induce
an　increase　in　［Ca2’］i　（data　not　shown）．　When　extracellular　Ca2’　was　replaced　with　Sr2’，　the　F340／F380
decreased　and　reached　a　new　steady－state　levcl（Fig．2bottom）．Test　perfusion　of　high　K　solution
including　l　mM　Sr2＋instead　of　Ca2＋evoked　a　rapid　increase　in　the　F340／F380，　but　the　peak　amplitude
of　the　response　was　less　pronounced　when　compared　with　the　control．　The　F340／F380　continued　to　decay
during　the　perfusion　of　the　test　solution．　Consequently，　the　plateau　phase　of　the　F340／F380　response　was
much　reduced　in　Ca－free／Sr　solutions．
　　　　The　subsequent　application　of　high　K　solution　elicited　a　similar　but　smaller　response．　Repetitive
stimulation　in　Ca－free／Sr　solutions　lessened　the　initial　peak　suggesting　that　releasable　Ga2＋was　depletcd
from　the　Ca2’　pools　in　ITC－1　cells．
　　　　The　initial　transient　peak　in　the　F340／F380，　therefore，　was　considered　as　the　indication　of　calcium
release　from　the　intracellular　Ca2’　pools　in　ITC－1　cells．　The　most　plausible　mechanism　for　releasing
intracellularly　sequestered　Ca2＋　would　be　the　calcium－induced　Ca2’　release　（CICR）iO），　since　the　initial
peak　was　also　dependent　on　extracellular　Ca2’．　An　involvement　of　IP3，　however，　cannot　be　ruled　out．
Although　receptor－activated　formation　of　IP3　seemed　to　be　less　likely，　Ca2＋　entered　through　the　Ca
channels　may　activate　a　cytosolic　inositol　1，　4，　5，　一P3　phosphatase　activityii）．　This，　in　turn，　can　release
Ca2’　from　its　storing　sites．
　　　　Judging　from　the　relationship　between　the　F340／F380　and　［Ca2’］i　（Fig．　1），　the　peak　level　of
［Ca2’］i　in　Ca－free／Sr　solution　was　reduced　to　less　than　3090　of　the　control　response．　ln　the　frog　muscle，
Sr2＋　was　reported　to　be　a　far　less　potent　activator　of　Ca2＋　release　from　sarcoplasmic　reticulum7）．　If　this
is　the　case　in　ITC－1　cells，　a　smaller　increase　in　［Ca2’］i　would　be　expected．　This　discrepancy　may　be
explained　by　assuming　a　positive　feed－back　mechanism：　Ca2’　released　from　the　storing　sites　by　Sr2’
influx　can　release　remaining　Ca2＋．
　　　　The　attenuation　of　the　plateau　phase　in　Ca－free／Sr　solutions　indicates　that　continuous　infiux　of　Ca2’，
presumably　through　voltage－activated　Ca　channels，　was　responsible　for　the　genesis　of　the　plateau　phase．
This　non－inactivating　Ca2’　influx　was　most　likely　attributable　to　the　high　threshold　long－lasting　Ca
（3）
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channels　（L）’2）．　Abolition　of　the　plateau　phase　was　not　complete　（Fig．　2　bottom）．The　cytosolic　Sr2’　level，
which　was　raised　by　long－lasting　Sr2’　infiux　through　the　Ca　channels，　may　be　large　enough　to　increase
the　F340／F380．　The　other　explanation　is　that　removal　of　［Ca2’］i　may　decelerate　in　Ca－free／Sr　solution．
The　latter　hypothesis　is　supported　by　the　fact　that　the　decay　from　the　raised　level　of　［Ca2’］i　became
slower　in　Ca－free／Sr　solution　（Fig．　2　bottom）．
　　　　The　third　test　was　done　using　high　K　solution　comprising　1　mM　Ca2’　without　Sr2’　（Fig．　2　bottom）．
After　a　small　peak　in　the　F340／F380　trace，　the　F340／F380　increased　gradually，　reaching　a　new　steady－
state　level．　This　increased　level　of［Ca2＋］iwas　maintained　as　long　as　high　K　solution　was　present．　This
result　further　supports　our　view　of　the　extracellular　Ca2＋　contribution　to　the　plateau　phase．　As　the　last
test，　high　K　solution　containing　Sr2“　was　perfused　again　in　Ca－free　solution　（Fig．　2　bottom）．　The　F340／
F380　response　was　a　transient　one．　The　peak　of　the　response　became　larger　than　that　of　the　preceding
one，　but　no　plateau　phase　was　observed．　The　increase　in　the　initial　phase　may　suggest　that　the　cellular
Ca2“　pools　were　loaded　with　the　Ca2’　entered　during　the　preceding　stimulation．
　　　　The［Ca2＋］i　levcl　in　ITC－l　cells　was　regulated　not　only　by　the　transmembrane　Ca2＋transport
systems，　but　also　by　the　intracellular　mobilizaton　of　Ca2’．　Although　physiological　roles　of　the　CICR　in
pancreatic　endocrine　cells　are　unclear，　changes　in　the　intracellular　Ca2’　distribution　may　play　a　role　in
stimulus－secretion　coupling　of　glucagon　secretion　in　pancreaticα2　ceUs13）．
　　　　The　use　of　Sr2’　together　with　fura－2　was　demonstrated　to　provide　a　direct　evidence　of　the　CICR．
This　method　should　be　valid　in　any　system　in　which　Sr2＋can　substitute　fbr　Ca2＋in　its　biological　roles．
Thus，　characteristics　of　the　cellular　mobilization　of　Ca2’　and　its　significance　could　be　studied　in　detail．
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グルカゴン分泌腫瘍細胞株における細胞質カルシウムイオン制御
　　ストロンチウムと蛍光性カルシウム指示薬fura－2を用いた
　　　　　　　　　　カルシウムイオンの由来の求め方
　　　　　　　　　　　　　　　　東京医科大学生理学教室，1内科学教室
　　　　　橋口美津子，橋口利雄，坂井朗子，登坂恒夫，金沢真雄1
　グルカゴン分泌腫瘍細胞（ITC－1）はハムスター膵島由来の腫瘍細胞であり，脱分極刺激あるいは高グル
コース刺激に応答し，生理活性を有するグルカゴンを分泌する能力を備えている．膵島α、細胞からのグル
カゴン分泌機構が未だ明らかではない現在，ITC－1はグルカゴン分泌を研究する上での優れた細胞モデルと
考えられる．ホルモン分泌においては，細胞質カルシウムイオンの増加が重要な役割を果たしている．われ
われは，脱分極刺激時の細胞質カルシウムイオンの動態を，カルシウム感受性色素fura－2により測定した．
その結果，細胞外からのカルシウムイオンの流入により，持続的に細胞質カルシウムイオンが増加すること，
また細胞内のカルシウム貯蔵部位から，カルシウムによるカルシウムの放出（CICR）が起こり，一過性の細
胞質カルシウムイオン増加が起こることを見出した．さらに，ストロンチウムイオンをカルシウムイオンの
代わりに用いることにより，細胞内よりのカルシウムイオン放出を細胞外からの流入と区別して測定するこ
とに成功した．
（5）
